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論 文 内 容 要 旨
近 年,分 析 法 に 酵 素 法 が 導 入 さ れ,特 に 臨 床 検 査 の 分 野 に
に 澄 い て は 大 き な 地 位 を 占 め る よ う に な っ て き た ○ そ れ は 酵
素 法 の 高 い 基 質 特 異 性,操 作 の 容 易 さ,そ し て 温1和 な 反 応 条
件 に よ る と こ ろ が 大 き い ○
酵 素 的 定 量 法 の 基 本 は,1種 類 の 酵 素 ま た は 幾 つ か の 酵 素
の 組 合 せ に よ っ て 目 的 化 合 物 を 最 終 的 に 分 光 光 度 計,ま た は
螢 光 分 析 計 で 測 定 で き る 化 合 物 に 転 換 す る こ と で あ る ○ こ の
た め に 種 々 の 酵 素 系 が 考 案 さ れ て い る が,ほ と ん ど の 場 合 測
定 系 に は 酸 化 還 元 酵 素 を 組 込 む 必 要 が あ る 。 酵 素 的 定 量 法 の
代 表 例 と し てFig.1に グ ル コ ー ス の 定 量 法 を 示 し たOIは 酸
化 還 元 酵 素 と し て91ucose-6-pdehydrogenaseを含 み,RAは
glucoseoxidaseを含 む 方 法 で あ る ○ 前 者 は 生 成 す るNADPH
を340nmで,後 者 は 生 成 す るH202をperoxidaseでキ ノ ン 色 素
に 転 換 し500nmで 測 定 す る ○ ま たH202はBの 方 法 で 螢 光 化 合
物 に 転 換 さ れ,よ り 微 量 の 分 析 に 用 い る こ と も 可 能 で あ る ○
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酵 素 法 は 幾 つ か の 利 点 を 有 す る が,酵 素 源 を 何 に 求 め る か
が 非 常 に 重 要 な 問 題 で あ る ○ 従 来 は 動 物 臓 器 や 植 物 界 よ り 得
ら れ て い た ○ し か し,こ の 場 合 大 量 に し か も 安 定 し て 酵 素 を
供 給 す る こ と が 課 題 と な る ○ 現 在 で は,微 生 物 の 大 量 培 養 お
よ び 酵 素 精 製 が 可 能 で あ る こ と か ら,酵 素 源 と し て は 微 生 物
が 大 部 分 を 占 め る よ う に な っ て き て い る 。
著 者 は 無 機 リ ン(Pi)や 尿 酸 の 酵 素 的 定 量 法 の 開 発 を 目 的
と し て 微 生 物 か ら 有 用 酵 素 の 検 索 を 行 な っ て き たOPiの 酵 素
的 定 量 法 と し て は:Fig2に 示 す よ う に 幾 つ か の 方 法 が 報 告 さ
れ て き た が',こ れ ら は す べ て 紫 外 部 測 定 法 で あ る 。Fig2の
〔IV〕法 は 牛 乳 のxanthineoxidase(XOD)を用 い た 方 法 で あ
る が,こ の 方 法 は 牛 乳XODの キ ノ ン 色 素 還 元 性 の た め に:
H202をperoxidaseでキ ン ン 色 素 に 転 換 し て 測 定 す る 可 視 部
定 量 が 困 難 で あ り.,尿 酸 の 生 成 を293nmで 測 定 す る 方 法 で あ
る ○ 紫 外 部 測 定 法 は,紫 外 部 吸 収 を 有 す る 化 合 物 の 防 害 を 受
け や す い 欠 点 を 有 す る こ と か ら,生 物 試 料 の 分 析,特 に 臨 床
検 査 に お い て は 可 視 部 領 域 で の 測 定 が 望 ま れ て い る ○
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著 者 はPiの 可 視 部 定 量 を 目 的 と し て 微 生 物 界 に 新 し いxOD
を 求 め,EnterobactercloacaeKY3074株 に 目 的 の 酵 素 活 性
を 見 い 出 し た ○ キ サ ン チ ン の 酸 化 酵 素 と し て はTable1に 示
す よ う に,xanthinedehydrogenase(XDB:)や 牛 乳 ・のXODな
ど 幾 つ か の 酵 素 ヂ 知 ら れ て い る 。 し か し 分 子 状 酸 素 を 最 適 の
電 子 受 容 体 と す る 酵 素 は,E..cloacaeの 酵 素 が 最 初 で あ る 。
ま た,Piに 対 し て 低 い ㎞ 値 を 有 す るpurinenucleosidepnos-
phorylase(PNPase)を 検 索 し た 結 果E.cloacaeKY3074に 見
い 出 す こ と が で き た 。 こ れ ら の 酵 素 を 組 合 わ せFig.3に 示 す
よ う なPiの 可 視 部 測 定 法 を 河 能 と し た ○ さ ら に 尿 酸 の 定 量 お
よ びPi定 量 の 感 度 増 加 を 目 的 と し てuricaseを 検 索 し た 結 果,
E,cloacaeKY3074に 活 性 を 見 い 出 し た ○ 以 上 の よ う に 本 菌
はpurine塩 基 の 分 解 活 性 が 高 い こ と.か ら 分 解 経 路 に つ い て も
研 究 し たO
Table1.XanthineOxidizingEnzymesfromVariousSources
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1.Enterobactercloacaeに よ るXanthineOxidaseの 生 産 澄 よ
び 精 製 と 酵 素 的 性 質
キ サ ン チ ン を 含 む 培 地 で 生 育 で き る 菌 株 の 中 か らXOD生
産:菌 を 検 索 し た 結 果,E.cloacaeKY3074に の み 検 出 さ れ た ○
菌 体 をDYNOM王LL破 砕,硫 安 分 画,DEAE-cellulose,
Sepharose4B,SephadexG-150,DEAE-SephadexA-50,ハ イ
ド ロ キ シ ァ パ タ イ ト カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し
たo本 酵 素 は 分 子 量69,000の 均 一 なsubunit2個 よ り 成 る 分
子 量128,000の 蛋 白 質 で あ っ た ○
本 酵 素 は280nmとhydrosulfiteに よ っ て 還 元 消 失 す る 吸 収
極 大 を450nmに 有 す る フ ラ ビ ン 蛋 白 質 に 特 有 の ス ペ ク ト ラ ム を
示 し た(Fig.4)Q酵 素 活 性 はp且7.1,35～45℃ に 診 い て
最 高 を 示 し,50℃ 以 下 の 熱 処 理 に よ っ て 安 定 に 保 持 さ れ た ○
キ サ ン チ ン,ヒ ポ キ サ ン チ ン の 他 に グ ア ニ ン を も 酸 化 す る こ
と が 特 徴 で あ っ たo
本 酵 素 はferricyanideをも 電 子 受 容 体 と す る が,分 子 状 酸 素
に 最 高 の 活 性 を 示 す 新 し いXODで あ っ た(Table2)o
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Table2. ActivitieswithVariousElectronAcceptors
Electronacceptor ConcentrationWavelengthobservedRelativeactivity
(mM)(n皿)(%)
02
NAD
NADP
Ferricyanide
2,6-Dichlorop'..1eno1-
indophenol
Nitrobluetetrazolium
Cytochromec
dissolved
o.1
0.1
0.5
0.04
0.1
0.1
295
340
340
420
600
540
550
100
0
0
21.2
20.4
b.0
0
Enzymereactionswereperformedanaerobicallyinmixture(2.Oml)containing
73umolofTris-HClbuffer(pH7.3),1umolxanthine,58munitsofXOD,andoneof
the.compoundslistedattheindicat:edconcen亡rationat37。C,andactivitieswere
deterIIlinedbymeasuringabsorbancechangesat亡hewavelengthsindicat:edbe℃ween
15and75seconds.
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基 質 酸 化 に 際 す る 化 学 量:論的 な 検 討 を行 な っ た 結 果 ・ キ サ
γ チ ン の 酸 化 に 於 い て 等 モ ル の 酸 素 吸 収 と 且202の 生 成 が 検
出 さ れ,ヒ ポ キ サ ン チ ン で は2倍 モ ル の 酸 素 吸 収 と 且262の
生 成 が 検 出 さ れ 酸 化 反 応 が 定 量 的 に 進 行 す る こ とが 確 認 で き
た 。 ま た グ ァ ニ ン.の酸 化 に 澄 い て は,等 モ ル のH:202の生 成 が
検 出 さ れ た 。
H.Enterobactercloacaeに'よるUricaseの 生 産 澄 よ び 精 製 と
酵 素 的 性 質
尿 酸 を 含 む 培 地 で 生 育 で き る 菌 株 の 中 か らuricase生 産 菌
を 検 索 し た 結 果,E.cloacaeKY3074に 高 い 酵 素 活 性 を 検 出
し たoこ の 酵 素 は 尿 酸 よ り も む し ろ,ヒ ポ キ サ ン チ ン,キ サ
ン チ ン お よ び グ ァ ニ ン を 含 む 培 地 で 生 育 し た 菌 体 中 に 著 量 検
出 さ れ たo(Table.3)o
菌 体 を 超 音 波 破 砕 後 遠 心 分 離 に よ っ て 菌 体 抽 出 液 を 得 たo
さ ら に 硫 安 分 画,DEAE-cellulose,SephadexG-150.
DEAE-SephadexA-50:々 ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り
精 製 し た 。
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Table3. UricaseActivityoftheCellsGrownonVariousPurines
Purinebase Uricaseactivity
(unit/ml)
none
Uricacid
Adenine
Guanine
Xanthine
Hypoxanthine
Theobromine
Theophylline
0.02
0.lo
O.03
0.14
0.ls
O.20
0.04
0.02
Eachsubstratewasaddedtoinsteadofuricacidthe
mediumdescribedintheMaterialsandMethodsataconcentration
ofO.5%.EnterobactercloacaeKY3074wasculturedat30ｰCfor
3days,andthecellswereharvestedbycentrifugationandthe
ce11・まiree.extractswereprとparedbysonicdisrupt二ionand
centrifugation.Uricaseactivitywasindicatedwiththeactivity
inonemlofaculturedf!uid.
ゲ ル 炉 過 に よ っ て 求 め た 分 子 量 は105,00.0で あ り,等 電
点 は4.6で あ っ た ○ 本 酵 素 はpH9.5,40℃ で 最 高 活 性 を 示
し,pH8.5付 近 の ア ル カ リ 側 に 安 定pHを 有 す る 熱 に 比 較 的
安 定 な 酵 素 で あ っ た 。 活 性 は.Ag÷,Cu2+,Co2+,K:CNそ
し てP-chloromercuribenzoateによ っ て 阻 害 さ れ た あ 本 酵 素 は
尿 酸 に 特 異 的 で あ り,Km値 は1.5mMで あ っ た 。 ま た,0。5
mM以 上 の 尿 酸 に よ り 基 質 阻 害 を 受 け た 。
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皿.Enterobactercloacaeによ るPurineNucleosidePhosphorylase
の 生 産 澄 よ び 精 製 と 酵 素 的 性 質
Pi定 量 の 第1段 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 と し て 使 用 す る た め,
Piに 対 し て 低 いKm値 を 有 す る 酵 素 を 得 る 必 要 が あ っ た ○ 細
菌 診 よ び 酵 母 か う 目 的 に 合 うPNPaseを 検 索 し た 結 果 ・ 至L・
cloacaeKY3074に 見 い 出 す こ と が で き たoブ イ ヨ ン を 基 本
と す る 培 地 でPNPaseは プ リ ン 塩 基 の 添 加 に よ り ほ と ん ど 誘
導 さ れ な い こ と か ら 本 酵 素'は 構 成 的 に 生 産 さ れ る と 考 え ら れ
るo
菌 体 を 超 音 波 破 砕 後 遠 心 分 離 に よ っ て 菌 体 抽 出 液 を 得 た ○
さ ら に 酸 処 理,硫 安 分 画,DEAE-cellulose,Sepharose4B,
SephadexG-100,DEAE-SephadexA-50カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 精 製 し た ○ ゲ ル 炉 過 に よ る 分 子 量 は87,000で
あ り,等 電 点 は4.3で あ っ たQpl{7。5～8.5,50QCで 最 高 活
性 を 示 し,pH7.0～7.3に 安 定pH範 囲 を 有 し,60℃ 以 下 の
熱 処 理 に 対 し て 安 定 な き わ め て 熱 安 定 性 の す ぐ れ た 酵 素 で あ
っ たoプ リ ン ヌ ク レ オ シ ド の 他 に2'一 デ オ キ シ イ ノ シ ン を も
加 リ ン 酸 分 解 す る こ と が で き たOKH2PO4に 対 す るLin㎝アe即er-
Burkプ ロ ッ ト は,高 濃 度 基 質 領 域 で 直 線 性 を 失 な い,基 質
に よ る 活 性 化 が 認 め ら れ た(Fig.5)OHillプ ロ ッ ト の 結 果,
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ほ ぼ 直 線 性 が 得 ら れ,.Hill係 数o.68を 示 し た 。 こ の 結 果 は
KH2PO4の 酵 素 へ の 結 合 に 際 し 負 の 協 働 作 用 が 認 め ら.れる こ
と を 示 し て い る ○:Linewe脚er-Burkブ・ ッ ト を 外 挿 し て 求 め
たKH2PO4に 対 す るK:ln値は57.8μMで あ り,か な り低 い 値
を 示 し た 。PNPase反 応 は 平 衡 反 応 で あ る こ と か ら,イ ノ シ
ン の 加 リ ン 酸 分 解 と合 成 反 応 の 平 衡 関 係 に つ い て 検 討 し た 結
果,反 応 は14%.の イ ノ シ ン 加.リ ン 酸 分 解 に よ っ て 平 衡 に 達
し たo
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Fig.5.Lineweaveτ 一BurkPlotsofP冠PasewithPhosphat二easSubstrate.
(A)ThereactionwasperformedbythemethodofKalckar.Theassay
皿ixtuてec。ntained1.OOpm。1T・is-HClbuffer(pH7.3),6脚1血 ・sine,
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IV.Enterobactercloacaeのプ リ ン 分 解 経 路
E.cloacaeKY3074が 高 い プ リ ン 塩 基 分 解 能 を 保 持 す る こ
と か ら,好 気 的 な プ リ ン 分 解 経 路 に つ い て 研 究 し た 結 果,プ
リ ン 塩 基 を 含 む 培 地 で 生 育 し た 菌 体 に プ リ ン 脱 ア ミ ノ 化 酵 素
と し てguaninedβaminaseが 検 出 さ れ たoし か し,adenine
deaminase活 性 は ほ と ん ど 検 出 で き な か っ たoヒ ポ キ サ ン チ
ン 診 よ び キ サ ン チ ン は 他 の 微 生 物 と は 異 な り 新 し い 型 のXOD
に ょ り 尿 酸 に 酸 化 さ れ た 。 尿 酸 は さ ら にuricaseに よ っ て 分
解 さ れS㈲ 一allantoinが 生 成 し た 。S(→ 一allantoinは 他
の プ リ ン 分 解 酵 素 よ り 酵 素 活 性 の 低 いallantoinaseに よ り
allantoicacidに 分 解 さ れ,さ ら にallantoicaseによ りS←)一
ureidoglycolicacidと尿 素 と に 分 解 さ れ た ○ 次 い でureidog}yco-
laseに よ っ てglyoxylicacidと 尿 素 と に 分 解 さ れ た(Fig.6)○
本 菌 に はurease活 性 が 存 在 し な か っ た た め,反 応 産 物 の 尿 素
を 容 易 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ っ た ○
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Fig.6. EnzymaticConversionofUreidoglycolatebyUreidoglycolas'e.
Thereactionmixtureforpolarimetricmeasurementswasdescribedin
MaterialsandMethods, ,andtheenzymereactionwasperformedasdescribed
inFig.25.Themixtureforglyoxylateformationcontained850umol
Tris-HClbuffer(pH7.5),1umolMnSO4,5umolureidoglycolate,andenzyme
(0.14mgprotein)inatotalvolumeof5ml,andenzymereactionwas
performedat37ｰC.Atintervals,0.5mlofmixturewaswithdrawn,and
theglyoxylateformationwasdetermined.Ureaformationwasmeasured
inthemixtureforthedeterminationofglyoxylateformationcontained
urease(0.5mg/ml).Symbols:ｮglyoxylateformed;一ureaformed;
△,a㎜oniaformediDtheabsenceofurease;○,opticalrotation・
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V.プ リ ン 代 謝 酵 素 を 用 い たPi,尿 酸 の 分 析 法
旦 ・cloacae耳Y3074よ 嬬 たXODは 分 子 状 縣 を 最 適 の
電 子 受 容 体 と す る 新 し い 酵 素 で あ っ た 。 こ れ を ヒ ポ キ サ ン チ
ン の 可 視 部 定 量 に 用 い た 際 に キ ノ ン 色 素 生 成 に 一与え る 影 響 を
牛 乳 のXODを 使 用 し た 場 合 と比 較 検 討 し た(Fig.7)oそ ・
の 結 果,E.cloacaeのXODで は キ ノ ン 色 素 の 生 成 が 吸 光 度
約1.5ま で 増 加,そ の 後 徐 々 に 減 少 す る の に 対 し,牛 乳 のXOD
で は 吸 光 度 約 α45ま で 増 加 後,急 遠 な キ ノ ン 色 素 の 消 失 が
認 め ら れ た 。 こ の 結 果 は,E.cloacaeのXODは 可 視 部 定 量
に 使 用 可 能 で あ る が,牛 乳 のXODは 使 用 が 困 難 で あ る こ と
を 爪 し て い るo
PNPase-XOD-Ur玉case-Peroxidaseより 成 るPi可 視 部 定 量 系
の 最 適pHは7.5付 近 に 存 在 し,Pi語 よ びPiと 全 く 同 様 の 系 で
定 量 可 能 な イ ノ シ ツ の 検 量 線 は 直 線 性 を 示 し,こ れ ら の 化 合
物 の 可 祝 部 定 量 が 可 能 と な っ た(Fig.8)o
Uricase-Peroxidaseによ る 尿 雌 の 検 量 線 も 直 線 性'を 示 し た 。
ま た,～ 二のPi定 量 法 をPNPase診 よ びadenosinedeaminase
活 性 ・の 可 視 部 測 定 法 に 応 用 し た 結 果,既 存 の 紫 外 部 測 定 法 と
の 問 に 相 関 関 係 が 得 ら れ た 。
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Fig.7.DevelopmentandDisappearanceofQuinoneimineDyeduring
XODReaction.
[A]Theabsorbancechangeat500nmwasmeasuredforquinoneimine
dyeformation,afterthereactionwasperformedwiththemixture(3ml)
containing'lbOμmo:LTris-HclbufferpH7.3,:Lμmolhypoxanthine,5りmc.
4-aminoantipyrineandphenol,2.5unitsperoxidase,amdcnwmilkXOD
37ｰCforeachtime.Foruricacidformation,theabsorbancechangeat
293nmwasmeasured.Experimentalconditionwereasdescribedinthe
quinoneiminedyeformation,exceptthat4-aminoantipyrine,phenol,and
peroxidasewe£ σ.n6t.contalined.Quilめnei1nihedyeformaヒion:0.16unit
milkXOD,● 一 ●;0・4unitmilkXOD,O一 ◎;uricacidformation:
0.16unitlnilkXOD,● 一 一_.●.
[B]QuinoneiminedyeformationwasmeasuredusingEnterobacterXOD.
Experimentalconditionswereasdescribedin[A],exceptthat5umol
hyp。xanthi・・andlunitE。t。r。b。 。terXOD欝 。。ed.
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:Fig.8 。StandardCurveforPhosphateaDd工nosineDetermination.
ExperimentalconditionswereasdescribedintheMaterialsandMethods,
・x・eptth・tth・i雌 ・at・d・m・un七 ・fph・ ・ph・teandin・sinewereadd・dt・
thereactionmixture・ ①,Pi;○,inosine・
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審 査 結 果 の 要 旨
本論文は微生物中より新 しい酵素二種を単離し,これを用いた無機 リン及び尿酸の微量分析法
を開発 したもので,特 に生体試料のような複雑な成分の分析への応用が期待 されている。酵素を
用いる分析法は操作の容易さ,温和な反応条件特別に高価な器材類を必要としない等の利点をも
ち,近年臨床分析等に大きな地位を占めてきつつある。 しか し,同法では目的にあった酵素を得
ることが重要で,新 しい酵素の導入はそれ自身大きな応用の可能性をもつものである。
本研究においては,新 酵素分析法の開発を目的 とし,多数の微生物中よりキサ ンチ ンオキシダ
ーゼ(XOD)及びウリカーゼの検索を行い,エ ンテロバクタークロアシエー中に極めて強い酵素
活性を見い出し,同酵素の単離 精製を行い,新XOD及 びウリカーゼの精製に成功 した。
前者は分子:量69ρ00の均一なサブユニ ット2ケより成る分子量128,000の蛋白質で,一種
のフラビン酵素であることが明らかにされ,し かも分子状の酸素に最高の活性を示 した。後者は
尿酸を含む培地から抽出され,尿 酸に特異的であった。分子量は約105,000,pH9.5,40℃
で最高活性を示 し,アルカ リ側で安定pHを示 し,しかも熱に比較的強 く,分析用には好都合な酵
素であった。筆者は,こ れらの酵素の諸性質の基本的検討を行い,実 用的な生産方法を確立 した。
っいでこれらの新酵素を用いる新 しい生体中の無機 リン及び尿酸の新 しい定量法を確立 した。
前者はプ リンマクレオシドフォスフォリラーゼ,ウ リカーゼ及びパーオキシダーゼとXODを 組
み合わせて生体試料中の無機 リンを容易に分析することが可能 となった。同法はほぼ中性で行わ
れ,従 来法に見 られた有機 リン化合物の加水分解による誤差は見 られなかった。又,尿酸の定量
はウリカーゼにより尿酸が分酸される時定量的に生ずる過酸化水素を比色する方法として設定さ
れ,従来法に比 して極めて感度の良い臨床分析法が開発された。 これ らの研究は実用性に富み,
酵素学的にも微生物学的にも興味深いもので,高 い学術的価値を有 し,審査の結果,農 学博士の
学位を授与す るにふさわしいものと認定 した。
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